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mg   : Miligramos 
?g   : Microgramos 
mL   : Mililitros 
?L   : Microlitros 
 
 
 
RESUMEN 
Se aisló parcialmente una hialuronidasa del veneno de Bothrops atrox mediante dos 
pasos cromatograficos sobre DEAE Sephadex A-50 y Sephadex G-50, utilizando en 
ambos casos acetato de amonio 0,05M y pH 5,0. La enzima fue purificada 145 veces con 
un rendimiento de 72 % y por PAGE-SDS se obtuvo una banda proteica con un peso 
molecular de 110 kDa en condiciones reductoras y no reductoras. Se determinó la 
estabilidad de la actividad de esta enzima en distintos valores de pH  en el tiempo, así 
como la neutralización de sueros anti-ofídicos de tipo IgG e IgY producidos en el Instituto 
Nacional de Salud-Perú y en el Laboratorio de Biología Molecular ± UNMSM 
respectivamente. La enzima revelo ser sensible a la temperatura, con un pH óptimo de 6,0 
y encontrarse en cantidades bajas en el veneno. La actividad enzimática fue inhibida en 
mayor proporción por sueros anti-lachesicos que por  sueros anti-botropicos, ensayos ³in 
vitro´ mostraron que incrementa la difusión del veneno en  50 %. Es inhibida totalmente 
por suero humano y dexametasona mientras que los ensayos con inhibidores 
demostraron que los residuos de Tyr y Cys son importantes para la actividad de esta 
enzima.  
Palabras clave: Veneno, serpiente, Bothrops atrox, hialuronidasa, glicano hidrolasa. 
 
 
 
 
 
 ABSTRACT 
A hialuronidase was partially isolated from the venom of Bothrops atrox using DEAE 
Sephadex A-50 and Sephadex G-50, in both cases using ammonium acetate 0,05M pH 
5,0  as buffer. The enzyme was purified with 145 fold, a yield of 72 % and a molecular 
weight of 110 kDa with and without 2-Mercaptoetanol by PAGE-SDS. The stability of the 
hialuronidase activity from the venom of the snake Bothrops atrox was defined at different 
pH values, as well the effect of anti-snakes serums of the IgG and IgY types produced by 
the National Institute of Health - Perú and the Laboratory of Molecular Biology-UNMSM 
respectively using the turbidimetric test Di Ferrante. This enzyme elucidate been sensitive 
to the temperature, optimum pH 6,0 and found at very low concentrations in the venom. 
The enzyme activity was inhibited in more proportion by the anti-lachesis-serums rather 
than anti-botropics-serums, also show to increase the venom diffusion in  50 %, besides of 
been inhibited totally by human-serum and dexametasona while the inhibitors assays 
showed that Tyr and Cys are important to the active site. 
Key words: Venom, snake, Bothrops atrox, hialuronidase, glycano hidrolase. 
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INTRODUCCIÓN 
El veneno es un conjunto de moléculas que ha evolucionado en distintos Phyla de 
animales y plantas, para alterar la homeostasis de un organismo con fines de defensa y/o 
alimentación. En serpientes, el veneno es una herramienta en constante cambio que 
subraya la evolución de estos animales. A pesar de esto, se sabe muy poco sobre la 
diversificación en la composición proteica del veneno (Fry et al., 2008). 
En el Perú, la serpiente Bothrops atrox ³-HUJyQ´HVODUHVSRQVDEOHGHODPD\RUFDQWLGDG
de accidentes ofídicos reportados (Zavaleta y Chang, 1987). La creciente urbanización 
hacia las regiones donde habita este animal, sumado a la marcada agresividad de esta 
especie explicaría la frecuencia con la que se producen estos accidentes (Zavaleta, 
2004).   
El envenenamiento causado por Bothrops atrox induce un complejo cuadro de 
alteraciones fisiopatológicas locales y sistémicas, tales como dolor, edema, hemorragia, 
coagulopatías, mionecrosis, dermonecrosis, choque cardiovascular y nefrotoxicidad 
resultado de la actividad proteolítica y hemolítica del veneno (Rosenfeld, 1971). Estos 
síntomas son causados por el coctel de moléculas tóxicas presentes en el veneno, cuyo 
poder destructivo se ve incrementado gracias a su rápida difusión en los tejidos cercanos 
DO OXJDUGH ODPRUGHGXUDSRUDFFLyQGHODHQ]LPDFRQRFLGDFRPRKLDOXURQLGDVDR³IDFWRU
GH GLVSHUVLyQ´ Tu y Hendon, 1983, Watson 1993, Girish et al., 2004b). Estas enzimas 
poseen una actividad marcada sobre el ácido hialurónico (AH) (Kreil, 1995) que funciona 
como el pegamento de los tejidos, que al ser destruido facilita la dispersión del veneno e 
inclusive  incrementa la potencia de otras enzimas como las fosfolipasas del tipo A2 
(Girish y Kemparaju, 2007). 
 2 
 
El AH es un polisacárido multifuncional de alto peso molecular encontrado en todo el reino 
animal, especialmente en la matriz extracelular de tejido conectivo blando (Menzel y Farr, 
1998), participa en muchos procesos biológicos como la fecundación, reproducción, 
envejecimiento, comunicación celular e incluso en la formación de tumores (Jhonston y 
Mixner, 1950 y Stern, 2008). 
La información sobre hialuronidasas presentes en venenos ofídicos era escasa a fines del 
siglo pasado a pesar de su importancia en muchos procesos biológicos (Watson, 1993). 
Actualmente existe una gran controversia respecto al origen de estas enzimas por lo que 
se estudia su presencia en diversos grupos de animales desde invertebrados hasta 
mamíferos, sin mencionar el latente potencial farmacológico que presentan. Entre los 
retos que enfrenta el trabajo con este grupo de enzimas se encuentra su limitada 
presencia en venenos de ofidios, la pobre estabilidad frente a la temperatura y en el 
tiempo, además de los continuos debates sobre la efectividad de los métodos existentes 
para cuantificar la actividad de estas enzimas (El-Safory et al., 2010).  
La presente investigación estudia la enzima hialuronidasa perteneciente a la serpiente B. 
atrox, especie de importancia en salud pública en el país, recalcando que existiendo una 
enorme diversidad de vipéridos en América del Sur solo el veneno de unas cuantas ha 
sido estudiado y en menor proporción las hialuronidasas. Se reporta la actividad 
hialuronidasa en trabajos de Yarlequé (2000) en diferentes venenos y es posible 
encontrar una caracterización parcial de la hialuronidasa presente en el veneno de 
Lachesis muta muta (Lerma 2006, Hurtado et al., 2007) por lo que se espera aportar 
información valiosa al estudio de los venenos ofídicos del continente,  al diseño de 
mejores antivenenos y al desarrollo de nuevas drogas (Koh et al., 2006, Yarlequé et al., 
2008). 
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Es de interés el desarrollo de sueros antiofídicos que puedan neutralizar los efectos 
tóxicos de los ofidios, artrópodos y moluscos venenosos (Pessini et al., 2001; Yarleque, 
2000; Pavattan et al., 2005; Fry et al., 2009), con el avance de la tecnología el diseño de 
mejores sueros capaces de neutralizar los venenos y salvar la vida humana han mejorado 
pero se ha rezagado la neutralización de los daños locales cercanos a la mordedura 
causados por las hialuronidasas resultando muchas veces en un costo adicional para los 
pacientes en cirugías reconstructivas (Yingprasertchai et al., 2003; Girish et al., 2002).  
El objetivo del presente trabajo fue purificar y caracterizar bioquímicamente la 
hialuronidasa de Bothrops atrox para determinar su estabilidad, efecto difusor y  
neutralización por antivenenos de origen equino y aviar. 
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ANTECEDENTES 
Las hialuronidasas son un grupo de enzimas ampliamente distribuidas en el reino animal. 
En años recientes han captado mucha atención debido a su rol en el metabolismo 
regulatorio del ácido hialurónico y durante el envenenamiento. En 1928, Duran-Reynals 
investigó un factor de difusión encontrado en algunas cepas bacterianas de 
estreptococos. Este factor posteriormente fue identificado como una enzima con actividad 
sobre el ácido hialurónico y fue subsecuentemente denominada hialuronidasa (Meyer, 
1971). Lisanti en 1950 reportó una hialuronidasa presente en la saliva humana, 
posteriormente se han encontrado estas enzimas en toda la escala zoológica (Girish y 
Kemparaju, 2007). El ácido hialurónico es un glicosaminoglicano cargado negativamente y 
de alto peso molecular, encontrado principalmente en la matriz extracelular, pero también 
ha sido reportado en el citoplasma, núcleo y nucléolo transformándose en un polímero 
con una participación extraordinaria en muchos procesos metabólicos, desde la 
fertilización hasta el crecimiento y metástasis tumoral (Lokeshwar et al., 2008), en una 
gran gama de organismos vivos (Stern, 2008), lo cual ha llamado la atención de la 
comunidad científica incrementando el número de trabajos y publicaciones en este grupo 
de enzimas (El-Safory et al., 2010). 
En 1971, Meyer demostró que existen al menos tres tipos de hialuronidasas dependiendo 
de su origen y dos tipos según su sitio catalítico. Las enzimas presentes en venenos de 
serpientes pertenecen al grupo de las hialuronato glicanohidrolasas (glicosidasas) y 
degradan HA a tetrasacáridos y hexasacáridos, además de actuar sobre sulfatos de 
condroitina (Etesse et al., 2009). Estas hialuronidasas tienen un rol crítico en la 
degradación del AH y la eventual pérdida de integridad de la membrana extracelular de 
tejidos conectivos que rodean vasos sanguíneos, permitiendo la difusión de los 
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componentes tóxicos del veneno al sistema circulatorio, además de la difusión en los 
tejidos cercanos a la mordedura (Kemparaju y Girish, 2006). También representa el 
principal alérgeno de veneno producido por escorpiones, abejas y avispas que puede 
inducir serias reacciones sistémicas fatales mediadas por IgE en humanos (Morey et al., 
2006) lo que explica por qué funciona como un buen inmunógeno al causar títulos altos de 
anticuerpos y reacciones alérgicas al ser inoculado en animales de experimentación 
(Pavattan et al., 2005; Matysiak et al., 2011). 
Actualmente se debate el origen de estas enzimas ya que las presentes en diferentes 
grupos animales comparten similaridades estructurales con las enzimas que se 
encuentran en espermatozoides de mamíferos (Gmachl et al., 1993). Las hialuronidasas 
de mamíferos que se encuentran unidas a glicosil-fosfatidilinositol, se conocen como la 
familia PH-20 y participan en el proceso de fecundación. La estructura de estas enzimas 
se reportó a inicios de los 60, aisladas de testículos y espermatozoides (Johnston y 
Mixner, 1950, Garvin et al., 1974). La caracterización de la hialuronidasa del pez piedra 
(Synanceja horrida) elucido que estaría relacionada evolutivamente a las PH-20 como 
indican análisis computacionales a partir del trabajo con ADN complementario (Cheong et 
al., 2005).  
El primer estudio sobre hialuronidasa de reptiles comenzó en la década del ochenta (Tu y 
Hendon, 1983), después no existió ninguna caracterización enzimática detallada hasta el 
año 2001 donde Kudo y Tu (2001) presentaron la caracterización de la hialuronidasa de la 
serpiente asiática Agkistrodon acutus acutus usando tres pasos cromatograficos tanto de 
intercambio iónico como de filtración o exclusión. También se aislaron dos isoformas de 
hialuronidasa del veneno de la cobra procedente de la india Naja naja (Girish y 
Kemparaju, 2005a) con la particularidad de tener pesos moleculares diferentes. Se 
reportan hialuronidasas en los venenos de mantaraya (Potamotrygon motoro) (Magalhaes 
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et al., 2008), en arañas (Silveira et al., 2007) y hasta en cefalópodos así como otros 
moluscos (Fry et al., 2009). La hialuronidasa presente en el veneno de  Apis mellifera  
representa el principal componente alérgeno (Markovic-Housley et al., 2000) el cual fue 
sometido a espectrometría de masas (MALDI-TOF y nanoESI-QqTOF), donde obtuvieron 
resultados de la composición peptidica  (Matysiak et al., 2011), los cuales fueron similares 
a los obtenidos por métodos menos costosos como los rayos X (Markovic-Housley et al., 
2000) por lo que la metodología empleada en el estudio de las hialuronidasas se evalúa 
constantemente (Takahashi et al., 2003; El-Safory et al., 2010). Es posible encontrar 
hialuronidasas en Culex quinquefasciatus, Aedes aegypti y Glossina fuscipes ³0RVFDWVH-
WVH´GRQGH representan más del 20% del proteoma de las glándulas salivales (Volfova et 
al., 2008) en contraste de las cantidades presentes en los venenos de serpientes donde 
se encuentran en cantidades inferiores al 1% del veneno (Girish et al, 2007).  
En el Perú se vienen estudiando los venenos de serpientes desde los años 70 por su 
importancia en casos de ofidismo, existiendo un gran número de publicaciones sobre los 
diferentes componentes del veneno y su efecto durante el envenenamiento (Yarlequé, 
2000). La neutralización de los efectos tóxicos del veneno  de serpientes del genero 
Bothrops y Lachesis mediante sueros anti-ofidicos producidos en los Institutos Nacionales 
de Salud (INS) de Perú, Colombia y Brasil (Laing et al., 2004) demostró su efectividad en 
el tratamiento del envenenamiento. Posteriormente se detallo el efecto del suero 
antibotropico ± INS (Perú) frente a las diferentes actividades enzimáticas responsables de 
los efectos del veneno incluyendo fosfolipasas, L-amino oxidasas y hialuronidasas 
(Mendoza et al., 2008).  
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Las hialuronidasas de serpientes no son caracterizadas bioquímicamente en América 
hasta el 2006, reportándose el aislamiento la enzima perteneciente al veneno de Lachesis 
muta muta empleando cromatografías de intercambio iónico y filtración molecular (Lerma, 
2006 y Hurtado et al., 2007) a diferencia de las hialuronidasas de serpientes africanas en 
las cuales se encontró un nivel alto de identidad estructural, mayor al 95%, entre las 
serpientes de los géneros Bitis, Cerastes y Echis, deducido a partir de en secuencias de 
ADN complentario aisladas por PCR de glándulas venenosas de estos vipéridos 
provenientes de Kenya, Egipto y Nigeria. (Harrison et al., 2007), reflejando parte de la 
historia evolutiva de estas enzimas. 
Las hialuronidasas de los hexápodos Phlebotomus y Lutzomyia poseen un efecto 
biológico que exacerba las lesiones epidérmicas causadas por Leishmania major (un 
parásito transmitido por la picadura de estos hexápodos) y aumenta el éxito de las 
infecciones causadas por estos parásitos (Volfova et al., 2008) mientras que los efectos 
de estas enzimas presentes en el veneno de serpientes es el de potenciar la acción de 
toxinas como las causantes de hemorragias (Girish et al., 2004). Otras investigaciones 
relacionan su participación en la comunicación y muerte celular (Prestwich et al., 2011).  
La visión para el futuro es poder emplear la información sobre estas enzimas para 
beneficio del hombre tanto en el tratamiento de enfermedades relacionadas a 
carbohidratos, matriz extracelular, cáncer y en su neutralización efectiva para reducir los 
daños locales producidos por la mordeduras de ofidios y otros animales ponzoñosos. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
1. Material Biológico 
 
1.1. Veneno.- Se utilizó el veneno liofilizado de la serpiente Bothrops atrox de 
ejemplares procedentes de Pucallpa, Junín, Alto Marañon, Tingo María  y 
La MercedPDQWHQLGRVHQHOVHUSHQWDULR ³2VZDOGR0HQHVHV´GHO0XVHR
de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. El 
veneno se mantuvo almacenado a -4 °C hasta su uso. 
 
1.2. Antivenenos.- Se utilizaron los sueros antiofídicos al estado líquido de los 
siguientes tipos: anti-botrópico polivalente y anti-lachésico monovalente, 
producidos por el Instituto Nacional de Salud (INS) de Lima-Perú. Además 
se emplearon inmunoglobulinas preparadas y purificadas de gallinas 
contra el veneno de Bothrops atrox y Lachesis muta respectivamente en el 
laboratorio de Biología Molecular de la Facultad de Ciencias Biológicas - 
UNMSM. 
 
1.3. Glóbulos rojos humanos.- Se obtuvo a partir de sangre venosa de 
pacientes voluntarios en buenas condiciones de salud. Volúmenes de 10 
mL de sangre fueron mezcladas con 1mL de citrato de sodio 3,8% y 
centrifugadas por 10 minutos a 4 000 rpm, separando el paquete celular 
que contiene eritrocitos. Dichos eritrocitos fueron usados para ensayos de 
inmunodifusión en placa.  
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1.4. Suero sanguíneo humano.- A partir de sangre venosa de pacientes 
voluntarios en buenas condiciones de salud se prepararon las muestras de 
suero humano. Para ello 10 mL de sangre en ausencia de anticoagulantes 
fueron colocados a 37 °C por 1 hora hasta la coagulación total de dicha 
muestra. Luego se centrifugó a 4 000 rpm por 10 minutos separando el 
sobrenadante que corresponde al suero. 
 
2. Material de laboratorio 
2.1 Reactivos 
 
2.1.1 Sustratos.- Ácido hialurónico de origen bacteriano. 
2.1.2 Buffers.-  Acetato de amonio, Tris-HCl, Citrato de sodio, Buffer Fosfato, 
PBS y Buffer de corrida electroforética.   
2.1.3 Estándares de peso molecular.- Se emplearon como marcadores 
proteínas de pesos moleculares conocidos como: albumina sérica bovina 
(66 kDa), ovoalbúmina (45 kDa), anhidrasa carbónica (29 kDa) y lisozima 
(14,3 kDa) y el marcador de peso Perfect Markers Sigma que contiene 
proteínas de peso de 15 kDa, 25 kDa, 30 kDa, 50 kDa, 75 kDa, 100 kDa, 
150 kDa y 225 kDa. 
2.1.4 Electroforesis.- Acrilamida, bis acrilamida, tetra etil metilen diamina 
(TEMED), persulfato de amonio, azul brillante de Coomassie, azul de 
bromofenol y sodio dodecil sulfato (SDS).   
2.1.5 Cromatografía.- Para el fraccionamiento del veneno de Bothrops atrox se 
emplearon columnas cromatográficas de intercambio iónico y filtración 
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molecular tales como DEAE Sephadex A-50 y Sephadex G-50 
respectivamente.  
2.1.6 Agentes modificadores de la actividad enzimática.- Fenil Metil Sulfonil 
Fluoruro (PMSF), Iodoacetato, Tosyl Lisil Clorometil Cetona (TLCK), 2-
Mercaptoetanol (2-ME), Dexametasona. 
2.1.7  Otros.- Glicina, glicerol, ácido tricloroacético, azida de sodio, agarosa 
1,5% y emulsión lipoproteica de yema de huevo al 3%. 
 
2.2 Material de vidrio 
- Probetas graduadas de 10, 100, 250, 500 mL y 1 L. 
- Fiolas de 50, 100, 200 y 250 mL 
- Tubos de ensayo (13x100 cm) 
- Pipetas de vidrio y automáticas graduadas de 25 uL, 50 uL, 100 uL, 200 uL, 1 mL, 
2 mL, 5 mL y 10 mL. 
- Placas Petri. 
2.3 Equipos 
- Balanza analítica, Ainsworth. 
- Baño de temperatura regulable, Memmert. 
- Equipo de electroforesis en placa vertical, Sigma Techware. 
- Espectrofotómetro UV, Shimadzu. 
- Fotocolorímetro, Spectronic Bausch & Lomb. 
- Fuente de poder para electroforesis, Duostat Beckman. 
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3. Métodos 
3.1  Cuantificación de proteínas 
La cantidad de proteína de las muestras fue calculada midiendo la absorbancia de luz UV 
a 280 nm (Warburg y Christian, 1941) para un monitoreo rápido durante las 
cromatografías y posteriormente por el método de Lowry et al., (1951) modificado en este 
laboratorio (Loayza et al. 1985), empleando albúmina sérica bovina como proteína 
estándar. 
3.2 Determinación de la actividad enzimática 
La actividad hialuronidasa se determinó por el método turbidimétrico de Di-Ferrante, 
(1955). El cual se consiste en la interacción entre el ácido hialurónico y el BCTA (Bromuro 
Cetil Trimetil Amonio). Para esta prueba se utilizó 0,4 mL de ácido hialurónico a una 
concentración de 0,25 mg/mL diluído en buffer acetato de amonio 0,05M pH 5,0 con NaCl 
0,15 M. Se adicionó 0,1 mL de muestra (veneno de B. atrox ó enzima) e inmediatamente 
se incubó a 37 °C en  baño maría por 15 minutos. La reacción fue detenida con 2 mL de 
BCTA al 2,5% en NaOH 2%, midiéndose la absorbancia a 400 nm con un volumen final 
en cada tubo de ensayo de 2,5 mL. Empleando este método, se cuantificó la actividad de 
12 muestras de veneno de B. atrox, seleccionando una muestra para la purificación bajo 
los criterios de cantidad disponible y actividad enzimática cercana a la media. 
3.3 Determinación de la estabilidad enzimática en el veneno 
Los ensayos de estabilidad enzimática para hialuronidasa se realizaron a diferentes 
valores de pH (4,0, 5,0 y 6,0) correspondientes al buffer acetato de amonio 0,05 M y Tris-
HCl 0,05 M a pH 7,0. Las concentraciones de NaCl empleadas fueron 0,15 M y 0,3 M de 
los buffers en los cuales se mantenía el veneno en un rango desde cero hasta ciento 
sesenta horas monitoreando la actividad enzimática constantemente por el método de  Di-
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Ferrante (1955). Todos los ensayos de estabilidad se realizaron a temperatura ambiente 
la cual vario entre 20 y 26 °C. 
3.4 Purificación de la enzima 
Se diseño un procedimiento que comprendía 2 pasos cromatográficos tal como se indica 
a continuación: 
Se utilizó como primer paso una columna de 46 x 1,7 cm la cual contenía la resina de 
intercambio anionico DEAE Sephadex A-50 equilibrada con buffer acetato de amonio 0,05 
M pH 5, a temperatura ambiente. A esta columna se aplicaron 100 mg de veneno de 
disueltos en 2 mL de buffer acetato de amonio 0,05 M, pH 5,0. Se colectaron fracciones 
de 2 mL a un flujo de 4 mL/hora monitoreando la actividad enzimática mediante el método 
Di Ferrante y la cantidad de proteína en cada fracción por el método UV y Lowry. La 
actividad hialuronidasa fue recuperada en el volumen isocrático y las fracciones que 
contenían la mayor actividad fueron juntadas en un pool para el siguiente paso. 
En el segundo paso cromatográfico se empleó una columna de 70 x 0,7 cm con la resina 
Sephadex G-50 equilibrada con buffer acetato de amonio 0,05 M y pH 5,0 a temperatura 
ambiente. Se colectaron fracciones de 1 mL a un flujo de 4 mL/hora, analizando el 
contenido de proteína y la actividad en cada fracción por los métodos ya descritos. 
3.5 Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones denaturantes 
Este método fue utilizado para determinar la pureza y el peso molecular de la proteína, el 
cual se basa en la migración de las proteínas parcialmente denaturadas y cargadas 
negativamente por efecto del SDS, estas migran a través de un gel poroso formado por 
acrilamida y bis acrilamida gracias a un campo eléctrico que atraviesa el gel. 
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&DQWLGDGHVHTXLYDOHQWHVDȝJGHODHQ]LPD parcialmente purificada en estudio fueron 
tratadas con buffer muestra (Tris-HCl 1,5 M pH 6,8, SDS, azul de bromofenol, glicerol y 
agua destilada) para PAGE-SDS en condiciones reductoras (2-Me) y no reductoras (sin 2-
Me).  
Se realizaron las corridas electroforéticas en una cámara de electroforesis vertical durante 
90 minutos a un voltaje constante de 120 voltios (Laemmli, 1970). Se usaron como 
proteínas patrones de peso molecular: albúmina sérica bovina (66 kDa), ovoalbúmina (45 
kDa), anhidrasa carbónica (29 kDa) y lizosima (14,3 kDa). Además del marcador Sigma 
Perfect Markers de pesos moleculares, 15 kDa, 25 kDa, 35 kDa, 75 kDa, 100 kDa, 150 
kDa y 225 kDa. 
 Después de la corrida, los geles fueron teñidos con azul brillante de Coomassie R-250 
0,1% por 15 min y lavados con solución decolorante conteniendo metanol, etanol, ácido 
acético y agua  en proporciones de 20:10:5:65 hasta evidenciar las bandas formadas. 
3.6 Propiedades bioquímicas 
3.6.1 pH óptimo 
Fue determinado utilizando soluciones buffer con valores desde pH entre 3,5 hasta 8,0. 
Se empleó: buffer citrato de sodio 0,1 M pH 3,5, buffer acetato de amonio 0,1 M pH 4,0 y 
5,0 y buffer Tris-HCl ,1 M pH 6,0, 7,0 y 8,0. Para cada buffer se cuantifico la actividad 
enzimática. 
3.6.2 Efecto de agentes estabilizantes 
Se probaron como agentes estabilizadores de la actividad enzimática el glicerol por 
reducir la energía cinética de una solución y la glicina por ser un preservante de proteínas 
usado comercialmente, los cuales se mezclaron en una proporción de 1:1 con la enzima 
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parcialmente purificada. El glicerol se empleo a una concentración final de 50% y la glicina 
a una concentración de 10 mM. Luego se medio la actividad enzimática desde tiempo 
cero hasta 192 horas medidas por el método Di-Ferrante (1955) a temperatura ambiente.  
3.6.3 Inhibidores 
Los inhibidores empleados fueron: Dexametasona (4,9 y 9,8 mM), 2-Me (3,15, 6,35 y 12,7 
mM), Iodoacetato (2, 3, 4 y 5mM), PMSF (1,7,  3,4, 5,1 y 6,8 mM), TLCK (1, 2, 3, 4 y 5 
mM), EDTA (2,5, 3,75 y 5 mM) y suero sanguíneo humano 20 mg/mL (Girish y Kemparaju, 
2007). Se colocó en viales de 0,5 mL las cantidades de 75 uL de la enzima y 75 uL del 
inhibidor, incubándose a 37 °C por 15 minutos. Luego se tomaron volúmenes de 50 uL de 
la mezcla realizando ensayos por triplicado para la prueba de actividad hialuronidasa bajo 
condiciones de pH óptimo, siguiendo el protocolo de Di-Ferrante (1955).  
3.7 Efecto difusor de la hialuronidasa 
Usando una variación del método de  hemolisis indirecta en placa, que tiene como 
fundamento la hemolisis indirecta causada la liberación de lisolecitina por efecto de las 
fosfolipasas presentes en el veneno de B. atrox (Inga et al., 2010). Esta técnica permitió 
comparar el área de hemolisis por el veneno inactivado en presencia y ausencia de la 
enzima parcialmente purificada evidenciando el efecto difusor de la hialuronidasa. Para lo 
cual se preparó una mezcla de agarosa al 1,5%, glóbulos rojos humanos lavados al 3%, 
emulsión lipoproteica de yema de huevo al 3% y ácido hialurónico a 10 mg/mL en buffer 
fosfato 0,1 M pH 7,4 con NaCl 0,15 M. Esta mezcla se calentó a 40 ºC y se depositó en un 
volumen de 30 mL en una placa Petri estéril donde se dejo enfriar y gelificar. Luego se 
realizaron orificios de 7 mm de diámetro con ayuda de un sacabocado estéril en los 
cuales se aplicaron 20 ȝ/GHYROXPHQILQDOSRUSRFLOORTXHFRQWHQtDQ ȝ/GHPXHVWUD
completando en algunos casos los volúmenes con solución salina tamponada a pH 7,0.  
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Las muestras fueron: 10 ȝ/GHHQ]LPDSDUFialmente purificada, 10 ȝ/YHQHQRFUXGRFRPR
control positivo, 10 ȝ/GHHQ]LPDPiV ȝ/YHQHQRLQDFWLYDGRD&SRUPLQXWRV
ȝ/ GH YHQHQR LQDFWLYDGR \  ȝ/ GH VROXFLyQ VDOLQD FRPR FRQWURO QHJDWLYR 'LFKDV
muestras se incubaron en cámara húmeda por 12 horas a temperatura ambiente luego de 
lo cual, fueron fotografiadas calculándose el área del halo hemolítico con el uso de papel 
milimetrado. 
3.8 Inmunodifusión 
Siguiendo la técnica de Ouchterlony y Nilsson (1978) se observo el reconocimiento del 
veneno de B. atrox y de la HA-Ba por los sueros anti-botrópico polivalente y suero anti-
lachesico monovalente, los cuales fueron proporcionados por el INS ± Lima, para lo cual 
se utilizó geles de agarosa al 1% en buffer fosfato 0,15 M pH 7,0. Para ello, la agarosa fue 
disuelta en este buffer por calentamiento a 100 °C por 10 segundos y se colocó 15 ml de 
esta solución en placas petri dejándose enfriar durante 10 minutos. Luego se hicieron 
cuatro pocillos equidistantes y dos centrales, colocándose en estos últimos 20 ȝOGHVXHUR
anti-botrópico polivalente y suero anti-lachesico monovalente. En los pocillos laterales se 
colocaron respectivamente, 20 ȝ/ de veneno  crudo (5 mg/ml), 20 ȝL de la enzima 
purificada (0,2 mg/ml), 20 ȝl de solución salina y 20 ȝ/GHVXHURKXPDQR (20 mg/mL).  
La difusión se realizó en una cámara húmeda a 8 °C durante 48 horas luego de lo cual se 
lavó con citrato trisódico al 5% por 10 minutos y finalmente se realizaron cinco lavados de 
6 horas cada uno con NaCl 0,9%. Posteriormente se realizó un lavado con agua destilada 
durante 10 minutos y se cubrió la lámina con papel filtro humedecido en agua para 
posteriormente secar la lámina en una estufa a 37 °C por 24 horas. Una vez secos los 
geles, se procedió a teñirlos con azul brillante de Coomasie al 0,1% por 5 minutos y luego 
se decoloraron con la misma solución decolorante empleada para electroforesis hasta que 
se evidenciaron los arcos de precipitación. 
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3.9 Neutralización in vitro de la actividad enzimática  
La neutralización de la actividad hialuronidasa del veneno y de la enzima purificada  fue 
observada usando los sueros antibotrópico polivalente y antilachesico monovalente del 
INS ± Lima; también se estudio el efecto neutralizante de los sueros IgY anti-Bothrops 
atrox y anti-Lachesis muta muta de origen aviar obtenidos a partir de huevos de gallinas 
inmunizadas, técnica recientemente desarrollada en el  LBM de la Facultad de Ciencias 
Biológicas de la UNMSM.  
Para ello se prepararon mezclas con diluciones de dichos sueros en una proporción de 
1:1 suero a veneno ó HA-Ba, incubándose 30 minutos a 37 °C. Inmediatamente después 
se midió la actividad enzimática por el método turbidimétrico (Di Ferrante, 1955). Las 
diluciones se probaron desde 1/2 hasta 1/8 hasta encontrar la cantidad de suero que 
causara una reducción de la actividad hialuronidasa hasta 50%.  
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RESULTADOS 
Cuantificación de proteína.- Determinada la absorbancia de la proteína directamente a 
280 nm se obtuvo que 1 mg/mL del veneno liofilizado de Bothrops atrox tiene una 
absorbancia de 0,915 mg/mL y por el método de Lowry, se obtuvo qué 1 mg de veneno 
contiene 0,827 mg de proteína. Esto quiere decir que el porcentaje de contenido proteico 
en el veneno por este último método es de 82,7%. 
Actividad hialuronidasa de veneno de Bothrops atrox.- La tabla 1 indica la actividad 
hialuronidasa de 12 venenos de la serpiente Bothrops atrox de diferente procedencia 
calculadas empleando el método turbidimétrico de Di Ferrante (1955), obteniéndose 
variaciones en la  actividad específica en el rango de 8,55 a 15,72 UDF/mg con una media  
de 11,98 y una desviación estándar de 1,76. Para la purificación se seleccionó la muestra 
que mostro una actividad específica de 11,7 bajo los parámetros ya descritos 
anteriormente. 
Estabilidad de la actividad enzimática en el veneno de B. atrox.- La figura 1 muestra 
los datos obtenidos al ensayar la actividad hialuronidasa en los buffers acetato de amonio 
y Tris-HCl en función del tiempo a diferentes valores de pH donde se observo que  a pH 
5,0 la actividad se mantiene en un porcentaje de 70% luego de 156 horas de exposición a 
temperatura ambiente en tanto que, a pH 6,0, la estabilidad es menor puesto que, la 
actividad se mantiene solo en un 27%. Al pH 4,0 y 7,0 respectivamente, la actividad 
decrece rápidamente quedando anulada para ambos valores de pH en el periodo de 
tiempo ya indicado.  
Así mismo cuando se varía la concentración salina entre 0 y 0,3 molar manteniendo el pH 
de 5 y en un periodo de tiempo de 156 horas (Figura 2); se puede notar un descenso de la 
actividad de 44% en ausencia de sal en tanto que los descenso son mayores, 68 y 84% a 
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concentraciones de cloruro de sodio de 0,15 y 0,3 M respectivamente. Estos resultados 
indican  que la presencia de NaCl en tiempos prolongados no contribuye a la estabilidad 
de la enzima sino más bien, la afecta. Es interesante también observar que la adición 
inicial de la sal (tiempo cero) incrementó la actividad hialuronidasa en porcentajes de 15 y 
18% para 0,15 y 0,3 M respectivamente. 
 Purificación.- Al realizar el primer paso (Figura 3) usando la columna de intercambio 
aniónico DEAE Sephadex  A-50, se obtuvieron 5 picos de proteína en el volumen 
isocrático. Después de agregar buffer con 0,3 M de NaCl se obtuvieron 2 picos 
consecutivos, siendo el segundo de mayor tamaño. Con el cambio de sal a 0,6 M, se 
resolvió un pequeño pico adicional de proteína.  
La actividad enzimática se registro en el segundo pico del volumen isocrático, 
obteniéndose una purificación inicial de 25 veces, un rendimiento de 50% y una 
recuperación de proteína de 2%. Así mismo se determino el comportamiento 
electroforético de las fracciones del correspondiente pico (Figura 4). 
En el segundo paso (Figura 5) usando un sistema de filtración molecular sobre Sephadex 
G-50, se resolvieron 5 picos. La actividad enzimática se encontró en la subida del 
segundo pico con un valor de 1157 UDF/mg lo que significa, una purificación total de 145 
veces, un rendimiento de 72% y 0,5% de proteína activa recuperada (Tabla 2). Los 
ensayos en PAGE-SDS mostraron que la enzima fue purificada parcialmente (Figura 6). 
Peso molecular.- Los ensayos electroforéticos mostraron que la banda proteica con un 
peso molecular de 110 kDa en presencia de SDS en condiciones reductoras y no 
reductoras (Figura 7) correspondía a la enzima en estudio ya que se la registro como una 
banda principal con ligeros contaminantes. La banda principal fue denominada HA-Ba.  
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Propiedades bioquímicas de la HA-Ba 
pH óptimo.- La enzima purificada parcialmente mostró tener actividad hidrolítica sobre el 
ácido hialurónico en el rango de pH 4,0 a pH 7,0 en buffer acetato de amonio, siendo la 
máxima actividad a pH 6,0 para las pruebas realizadas en presencia de 0,15 M NaCl y en 
ausencia de NaCl, tal como se muestra en las figuras 8 y 9 respectivamente.  
Estabilidad de la HA-Ba.- La enzima preparada en buffer acetato de amonio a pH 6,0 
con y sin NaCl 0,15 M perdió totalmente su actividad después de 48 horas mientras que la 
proteína a pH 5,0  evidenció 60% de actividad inicial en el mismo lapso de tiempo (Figura 
10). Por otra parte, el empleo del buffer acetato de amonio pH 5,0 0,05 M en presencia de 
glicerol al 50% o de glicina al 10 mM, no estabilizan la actividad enzimática ya que se 
observa la pérdida total de actividad después de 48 y 192 horas respectivamente (Figura 
10 y Tabla 3).  
Inhibidores enzimáticos.- La actividad hialuronidasa se inhibió hasta 100% al mezclar la 
enzima con suero sanguíneo humano a 20 mg/mL.  Así mismo la enzima fue inhibida en 
un 75% usando dexametasona 4,9 mM. También se obtuvo una inhibición de 48% 
empleando EDTA 5 mM, en tanto que TLCK 5 mM con 60%  y de 39% por acción del 
iodoacetato 4 mM.   
Por otra parte, 2-Mercaptoetanol y el PMSF no ejercieron ningún efecto observable in 
vitro, sobre la actividad de la enzima (Tabla 4). Indicando que para la actividad enzimática 
de la HA-Ba son importantes los iones metálicos, los residuos aminoacidicos Tyr, His, Phe 
y Cys. 
Efecto difusor de la HA-Ba.- El veneno de Bothrops atrox causo un área de difusión 
(AD) de 24mm2 (100%), en tanto que, el veneno inactivo por calor dio 15mm2 (40%). Por 
otra parte, el veneno inactivado junto con la hialuronidasa purificada dio 22mm2 (87%), la 
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enzima purificada mostró un halo de 11mm2 (13%) y el control (solución salina) un AD de 
0mm2 (Figura 11). Esto quiere decir, que se incrementó en más de 100% el área de 
difusión de la mezcla de veneno inactivado por calor con hialuronidasa frente a la que no 
contenía a la enzima. 
Propiedades inmunoquímicas del veneno total y de la enzima HA-Ba.-  
Inmunodifusión.- El veneno de B. atrox exhibió varias bandas de precipitación frente al 
suero equino anti-botrópico-INS y al suero equino anti-lachesico-INS). En cambio, la 
enzima HA-Ba mostró una sola banda de precipitación frente al suero anti-botropico-INS y 
al suero anti-lachesico-INS (Figura 12). 
Neutralización de la actividad hialuronidasa del veneno de B. atrox con 
anticuerpos.- Los anticuerpos policlonales aviares IgY contra B. atrox mostraron una 
neutralización de la actividad hialuronidasa con una reducción de 50% en la actividad 
enzimática para una proporción de  1800 uL de IgY por mg de veneno mientras que los 
anticuerpos policlonales aviares IgY contra L. muta causaron una reducción de 50% en la 
actividad enzimática para una proporción de 400 uL de IgY por mg de veneno. 
Por otro lado, el suero antibotropico polivalente-INS y el que el suero antilachesico 
monovalente-INS provocaron una reducción de 50% en la actividad de la HA-Ba a una 
proporción de 192 uL y 80 uL de suero por mg de veneno (Tablas 5 y 6). 
Así mismo, los anticuerpos policlonales aviares IgY contra B. atrox y L. muta mostraron 
una neutralización de la actividad hialuronidasa con una reducción de 50% en la actividad 
enzimática para una proporción de  7000 uL y 4500 uL de IgY por mg de enzima. Así 
mismo, el suero antibotropico polivalente-INS y el que el suero antilachesico monovalente-
INS provocaron una reducción de 50% en la actividad de la HA-Ba a una proporción de 
2200 uL y 200 uL por mg de HA-Ba (Tablas 5 y 6). 
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                                                   DISCUSIÓN 
CONTENIDO PROTEICO 
Gran parte de los componentes sólidos del veneno (90%) son proteínas y péptidos 
responsables de los síntomas durante el envenenamiento en humanos (Stocker, 1974). 
Además se reporta una variación en la concentración de estos componentes  causados 
por diferentes factores tales como poblaciones diferentes, sexo, edad y estado fisiológico 
del animal (Chippaux et al., 1991). A esto se le suma la perdida de proteína por 
degradación luego de un proceso de liofilizado y las variaciones individuales del veneno 
empleado. Liman (1996) reportó para B. brazili un contenido proteico de 92%, mientras 
que Cardenas (1993) señaló 69% para B. atrox, 63% para B. pictus y 77% para Crotalus 
durissus terrificus. Roncalla et al., (1989) registraron 43% para B. atrox contrastando con 
la presente investigación donde se encontró un 82% de contenido proteico, exhibiendo la 
variación que suele encontrarse en el contenido proteico. 
Estas variaciones del contenido proteico suelen ser más frecuentes cuando se realiza la 
liofilización tal como señalan Chippaux et al., (1991) quienes encontraron valores de 74% 
para B. barnetti, B. atrox 78%, B. brazili 83%, B. pictus 69% y Lachesis muta 85% cuyos 
resultados se aproximan a los obtenidos en la presente investigación. Todos los ejemplos 
anteriores emplearon el método de Lowry para la cuantificación proteica lo que hace 
posible una comparación efectiva. 
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VARIACIÓN DE HIALURONIDASA EN EL VENENO OFIDICO 
La composición del veneno ofídico es una mixtura rica en proteínas y aminoácidos que 
presenta  variaciones intraespecíficas e interespecificas, las cuales ocasionan problemas 
al momento de neutralizar los efectos tóxicos durante el envenenamiento en humanos 
siendo los mecanismos de esta variación solo parcialmente entendidos (Earl et al., 2006). 
Durante la evolución, los reptiles venenosos optaron por tomar varias moléculas 
reguladoras de numerosas rutas metabólicas para reclutarlas como constituyentes del 
veneno (Fry, 2005). La selección evolutiva parece haber limitado la diversidad de 
proteínas del veneno a una corta lista de grupos enzimáticos (Calvete et al., 2007) que 
son objeto de una rápida evolución in situ (Fry et al., 2008), resultando en la producción 
de muchas actividades biológicas y enzimáticas bajo estructuras moleculares 
conservadas. Estas modificaciones estructurales de proteínas primigenias, se observan 
en varios grupos enzimáticos del veneno entre las que resaltan las  toxinas de tres dedos 
ó 3FTXs en las siglas en ingles (Kini, 2002; Pawlak et al., 2006, 2009), las fosfolipasas A2 
(Nakashima et al., 1995; Kini, 1997; Chuman et al., 2000), muchas serino-proteasas que 
afectan la homeostasis (Deshimaru et al., 1996; Serrano y Maroun, 2005), las proteínas 
ricas en cisteína ó CRISPs en las siglas en ingles (Yamazaki y Morita, 2004), 
desintegrinas (Juárez et al., 2008) y posiblemente hialuronidasas (Tabla 1). Bajo este 
criterio, las hialuronidasas presentes en venenos aún se encuentran en una etapa muy 
temprana de estudio como lo señala El-Safory et al., (2010). Esta enzima a pesar de su 
importancia ha sido poco estudiada debido a su inestabilidad. 
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PURIFICACIÓN   
El análisis de proteínas, en pequeña o gran escala, requiere de métodos que no solo 
permitan cuantificarlas sino separarlas e identificarlas, esto último solo se logra usando 
los distintos tipos de cromatografía. El tipo más empleado de cromatografía es la líquida 
por su versatilidad y compatibilidad con la espectrometría de masas. 
Para el caso de los venenos de origen animal, las técnicas de purificación más usadas 
son las cromatografías de filtración molecular, las de intercambio iónico y las 
cromatografías líquidas de alta presión o HPLC. La selección apropiada de una de ellas o 
la combinación de las mismas, permiten separar las proteínas ofídicas y con ello, poder 
estudiar sus características. 
El aislamiento de una hialuronidasa presente en el veneno  B atrox, empleó como primer 
paso una columna de intercambio anionico, DEAE Sephadex A-50 (Figuras 3 y 4) 
y una Sephadex G-50 (Figuras 5 y 6) como segundo paso, lográndose una 
purificación parcial de 145 veces con un rendimiento de 72% (Tabla 2) en 
comparación con el aislamiento de Agkistrodron contortrix contortrix donde se 
obtiene una purificación de 277 veces con un rendimiento del 16,6% empleando 
Sephacryl S-200 HR y CM-Sephadex C-25 como primer y segundo paso 
respectivamente (Kudo y Tu, 2001), cabe mencionar que Girish y col. (2004) 
obtienen una purificación de 33 veces con un rendimiento de 5% para la NNH1 y  
27 veces con rendimiento de 0,35% para la NNH2, ambas hialuronidasas 
presentes en el veneno de Naja naja, mediante el empleo de Sephadex G-75 y 
CM-Sephadex C-25. Es interesante señalar que en la presente investigación el 
rendimiento después del 1er paso fue de 50% y se incremento a un 72% después 
del 2do paso lo que sugiere la existencia de un inhibidor que podría estar 
desligándose de la hialuronidasa en este último paso, siendo esto algo que no se 
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observa en los trabajos mencionados para A. contortrix contortrix y N. naja y 
tampoco en la purificación presentada por Lerma (2006) donde obtiene un 
rendimiento de 24% para la especie Lachesis muta. 
En relación a otras hialuronidasas purificadas con metodologías similares es posible 
mencionar a la NNH1 y NNH2, presentes en el veneno del elapido Naja naja, purificadas 
en dos pasos, primero por filtración molecular con un rendimiento de 34% seguido de un 
segundo paso empleando una columna de intercambio catiónico con un rendimiento de 
5% que es mucho menor  al 72% logrado en el presente trabajo y  una recuperación de 
proteína de 0,15% para NNH1. Para la NNH2 se reportó un rendimiento de 0,35%, 
también muy inferior al de esta investigación. Así mismo los valores de recuperación de 
proteína activa de 0,1 y 0,01% para la NNH1 y la NNH2 de N. naja (Girish et al., 2004b) 
son igualmente menores al 0,5% encontrado por nosotros. 
En el veneno de A. contortrix contortrix se encontró una hialuronidasa la cual fue 
purificada mediante una filtración molecular sobre Sephacryl S-200 HR y un 
intercambiador catiónico CM-Sephadex C-50 con un rendimiento de 16,6%  y una 
recuperación de proteína de 0,1% (Kudo y Tu, 2001). En el vipérido peruano L. muta 
muta, se purificó una hialuronidasa con un rendimiento de 39% (Hurtado et al., 2007) y 
24% (Lerma, 2006) obtienen cantidades de enzima hialuronidasa recuperada del veneno 
de L. muta muta  de 0,8 % junto con la recuperación proteica de 0,5% del presente trabajo 
indicarían una mayor abundancia de hialuronidasa en venenos de vipéridos que en 
elápidos. Es interesante mencionar que además de los reportes mencionados, no existen 
otros estudios sobre hialuronidasa de venenos ofídicos lo cual abre un camino para una 
vasta investigación sobre una proteína de gran importancia en el fluido tóxico. 
La hialuronidasa de escorpión negro Palamneus gravimanus (Morey et al., 2006) también 
se purificó en 2 pasos cromatográficos, empleando primero Sephadex G-75 con un 
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rendimiento de 64%, y un segundo paso sobre DEAE Celulosa  con un rendimiento de 
39,2% y una recuperación de proteína del 2,5% en contraste con la cantidad encontrada 
en el himenóptero Apis puede llegar al 20% en el veneno (Markovic et al., 2000). Un dato 
controversial es el hallazgo de un valor de 0,4% de hialuronidasa para la araña Hippasa 
partita  lo cual podría estar ligado a su inestabilidad durante su purificación, es decir no 
necesariamente al bajo contenido de la enzima (Nagaraju et al., 2007). En comparación 
con el presente trabajo podemos concluir que la enzima es más abundante en artrópodos 
que en reptiles, como un ejemplo más de la variación en la cantidad de esta enzima 
presente en diferentes venenos.  
Es importante remarcar que siendo hialuronidasa una enzima específica para la hidrólisis 
del ácido hialurónico, principal componente del tejido conectivo, su concentración y 
actividad van a estar ligadas a la necesidad de difundir el veneno en la víctima. En pocas 
palabras, por cada gramo de veneno de B. atrox la serpiente estaría inyectando 5 mg de 
hialuronidasa. 
Una vez purificada parcialmente la hialuronidasa usando PAGE-SDS se determinó un 
peso molecular de 110 kDa para la proteína en estudio tanto en presencia como en 
ausencia de 2-ME (Figura 7). Así encontramos un amplio rango de peso molecular para 
hialuronidasas ya que para el vipérido L.s muta muta se indica un peso de 47 kDa 
(Hurtado 2007), donde Lerma (2006) señala 65 kDa, mientras que Cevallos et al., (1992) 
mediante zimogramas en geles de acrilamida determina un peso de 115 kDa para 
Lachesis muta, 137 y 113 kDa para B. asper, 73  y 108 kDa para Crotalus basilicus. Por 
otro lado, se encuentra un peso de 59,3 kDa para  A. contortrix contortrix (Kudo y Tu, 
2001) mientras que la enzima aislada de A. acutus presenta un peso molecular bajo de 33 
kDa (Xu et al., 1982). Para la familia Elapidae se conocen dos hialuronidasas, una de 70 
kDa y otra de 52 kDa en el veneno de la cobra N. naja (Girish et al., 2004, 2005a). Esto 
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pone en duda la hipótesis de un modelo general para este grupo de enzimas propuesto 
por Harrison et al.(2007), donde trabaja con las especies Bitis arietans, Cerastes cerastes 
cerastes, Daboia russellii, Crotalus atrox, Bothrops jararaca,  Echis ocellatus, Echis 
leucogaster y Echis pyramidum leakeyi, obteniendo un rango entre 50 y 75 kDa de peso 
molecular por medio de zimogramas y atribuye que las variaciones del peso molecular se 
deben al grado de glicosilación de estas moléculas, punto que aún se encuentra bajo 
estudio. Probablemente el modelo propuesto por Harrison et al., se ajuste para la 
descripción del sitio activo ya que los inhibidores empleados en la presente investigación 
inhiben la actividad enzimática  adhiriéndose a residuos aminoácidos Tyr y Cys  
coincidiendo con los propuestos por el modelo de Harrison et al. (2007). 
ESTABILIDAD  DE LA ACTIVIDAD HIALURONIDASA EN EL VENENO Y EN LA 
ENZIMA (HA-Ba) 
La hialuronidasa del veneno de la serpiente B. atrox tiende a ser inestable en el tiempo, 
con una reducción en su actividad, esto es reportado por Hurtado et al., (2007) para el 
vipérido L. muta muta y curiosamente también en la hialuronidasa del lagarto Heloderma 
horidum horidum (Tu y Hendon, 1983). Cabe mencionar que los trabajos mencionados no 
entran en detalles sobre la estabilidad a diferencia de la presente investigación  y solo 
comentan sobre las dificultades en el proceso de purificación de la enzima debido a su 
inestabilidad. Por otro lado tenemos referencias de la inestabilidad de la actividad 
hialuronidasa de serpientes asiáticas (Pukrittayakamee et al., 1988) y en ausencia de 
detergentes o inhibidores de proteasas (Csoka et al., 2001), pero estos trabajos tampoco 
realizan ensayos detallados al respecto. En el presente trabajo se determinó la estabilidad 
de la actividad enzimática frente a diferentes niveles de NaCl y pH (Figuras 1, 2 y 9), lo 
cual al compararla con los trabajos mencionados indica que efectivamente el NaCl 
incrementa la actividad de estas enzimas a pesar de encontrarse en diferentes grupos 
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animales y es común encontrar un pH óptimo entre 5,0 y 6,0 (Figuras 8 y 9). Este 
panorama al extrapolarlo a la acción de la enzima durante el envenenamiento permite 
especular sobre la necesidad de una enzima con una elevada actividad y una pobre 
estabilidad en el tiempo ya que su efecto solo sería necesario al inicio del 
envenenamiento con acción sobre el tejido cercano a la mordedura debido a su 
inactivación al ingresar al sistema circulatorio por efecto de proteínas séricas de la familia 
inter alpha inhibidores. Esto también explicaría la cantidad presente en el veneno de 
ofidios (Harrison et al., 2007). 
Las hialuronidasas pertenecen al E.C. 3.2.1.35 de acuerdo a la base de datos de enzimas 
activas sobre carbohidratos (CAZY). Estas clivan los enlaces glicosidicos beta-1, 4 del 
ácido hialurónico en forma aleatoria en un proceso no endolítico produciendo 
tetrasacaridos como producto final de la reacción (Stern y Jedrzejas, 2006). Los detalles 
de sobre la estructura de estas enzimas aún se encuentran en discusión (El-Safory et al., 
2010; Stern, 2003) pero se conoce una gran cantidad de inhibidores de este grupo de 
enzimas tales como heparina (Wolf et al., 1984) que se une no covalentemente a la 
superficie de la enzima y no a su sitio activo, de igual manera un inhibidor circulante en 
suero de mamíferos perteneciente a la familia de proteínas séricas inter alfa inhibidores 
(Haas, 1946). Además de otros de origen sintético o vegetal, tales como anti-oxidantes 
(Botzki et al., 2004), anti-inflamatorios (Mio y Stern, 2002), alcaloides (Szary et al., 1975; 
Girish y Kemparaju, 2005a) y otros listados por  Girish y Kemparaju (2007). Los 
inhibidores son importantes para el diseño de mejores métodos para el tratamiento del 
envenenamiento mediante la neutralización de estas enzimas como lo demuestran los 
inhibidores de la hialuronidasa reportados en la presente investigación (Tabla 4), tales 
como la dexametasona, el cual podría emplearse en el tratamiento de mordeduras 
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podrían ayudar a reducir las lesiones dérmicas mejorando la recuperación de los 
pacientes y la eficiencia de los sueros anti-ofídicos. 
 
ACTIVIDAD BIOLÓGICA 
Hasta la fecha, no se ha demostrado que las hialuaronidasas presenten toxicidad (Girish, 
2004a), pero son potenciadores de la toxicidad del veneno gracias a su papel difusor de 
los componentes tóxicos (Xu et al., 1982; Tu y Hendon, 1983; Pukrittayamke et al., 1988; 
Yingprasertchai et al., 2003 y Kemparaju y Girish, 2006). Al no poseer toxicidad propia se 
han diseñado métodos que evalúan la actividad potenciadora de la hialuronidasa respecto 
a actividades tóxicas de enzimas conocidas,  observa que incrementa la actividad creatina 
fosfokinasa y el daño hemorrágico causado por miotoxinas (Girish et al., 2004b). Lerma 
en el 2006 realizo la evaluación de la actividad hemolítica indirecta  incluyendo el sustrato 
de hialuronidasa, es decir ácido hialurónico en placas de hemolisis. De acuerdo con ello, 
se puede observar el efecto difusor de la hialuronidasa en el incremento del halo 
hemolítico para  el veneno crudo y la enzima purificada de L. muta. En comparación con 
el presente trabajo donde se utilizó una técnica similar para evaluar el efecto de la 
hialuronidasa aislada del veneno de B. atrox en relación al veneno encontrándose 
también un incremento en el área de hemolisis (Figura 11), es interesante señalar el 
efecto potenciador sobre otras enzimas del veneno en el incremento del área hemorrágica 
obtenida en otras investigaciones (Girish et al., 2004b).  
INMUNOGENICIDAD 
Los antivenenos o sueros antiofídicos son la forma más eficiente y directa para el 
tratamiento de mordeduras por serpientes venenosas. Lamentablemente la mayoría de 
sueros antiofídicos a generan una pobre protección frente al daño del tejido local 
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adyacente a la mordedura (Lomonte et al., 1996; Leon et al., 1999 y 2000), por lo que la 
inhibición de la hialuronidasa no solo generaría una protección del tejido local adyacente a 
la zona de la mordedura sino que, también retardaría la muerte en casos de 
envenenamiento (Yingprasertchai et al., 2003; Girish y Kemparaju, 2005b y 2006).  
Actualmente los sueros antiofídicos otorgan protección frente a las principales actividades 
tóxicas responsables de la sintomatología del envenenamiento ofídico (Garcia et al., 2008; 
Yarleque et al., 2008). Siendo dicha protección más eficiente en el tratamiento de 
mordeduras de especies del mismo género, se obtiene una pobre reactividad cruzada 
(4%) entre los venenos de las serpientes B. atrox y L. muta (Sandoval, 2010); en cambio 
el grado de neutralización de la actividad hialuronidasa por parte de ambos sueros frente 
a la HA-Ba indicarían que a pesar de la poca reactividad cruzada, ambos sueros con 
capaces de neutralizar a esta enzima (Tablas 4 y 5). 
La presente investigación muestra que los sueros anti-botropicos y anti-lachesicos 
respectivamente pueden reconocer (Figura 12) y neutralizar la actividad hialuronidasa y 
de manera semejante otras actividades enzimáticas (Ortiz et al., 2010; Gonzalez et al., 
2010),  a pesar de las diferencias en la composición proteica de estos venenos (Mendoza 
et al., 2008). Es interesante señalar que una neutralización de la actividad hialuronidasa 
también ocurre al emplear sueros aviares,  dato importante para el diseño de sueros 
antiofídicos y que no ha sido estudiado antes.  
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CONCLUSIONES 
1. El veneno de la serpiente peruana Bothrops atrox con una composición proteica de 
82% posee una enzima hialuronidasa y es posible purificarla parcialmente 
mediante dos pasos cromatográficos usando una columna de DEAE Sephadex A-
50, seguida de una columna de Sephadex G-50. 
 
2. Estructuralmente la enzima es una proteína monomérica básica con un alto peso 
molecular de 110 kDa, es inhibida por suero humano, y los residuos Tyr  y Cys son 
importantes para su actividad enzimática. 
 
3.  La enzima parcialmente purificada es estable en el rango de pH 4,0 a 7,0, tiene 
pH óptimo de 6,0, es termolábil con una actividad específica de 1157 y fue 
obtenida con un rendimiento de 72%.  
 
4. La enzima parcialmente purificada posee un efecto difusor que incrementa la 
KHPROLVLVLQGLUHFWD³In vitro´ 
 
5. El suero antibotropico polivalente, antilachesico y sueros aviares antibotropicos y 
antilachesicos neutralizan la actividad enzimática en dosis variables. 
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TABLAS Y FIGURAS 
Tabla 1. Actividad específica hialuronidasa del veneno liofilizado de B. atrox de diferentes 
regiones del Perú.  
 Numero de muestra Procedencia Actividad especifica 
1 Alto Marañon 12.97 
2 Alto Marañon 13.09 
3 Alto Marañon 13.41 
4 Pucallpa  11.71 
5 Tingo María 12.24 
6 Junín 15.72 
7 Junín 10.48 
8 La Merced 12.75 
9 Pucallpa 11.60 
10 Pucallpa 10.43 
11 Pucallpa 8.55 
12 Pucallpa 10.75 
Media   11.98 
              Desviación estándar 1.76 
*Actividad específica: Determinada por el método turbidimetrico Di Ferrante. 
 
Tabla 2. Resumen de la purificación de hialuronidasa de B. atrox. 
PASO CANTIDAD PROTEINA   Actividad 
Especifica 
UTA Purificación Rendimiento 
(%) 
  mg %        
CRUDO 100 100 8 800 1 100 
DEAE A50 2 2 200 400 25 50 
Sephadex 
G50 
0.5 0.5 1157 578.5 145 72 
*Las UTA indican la actividad especifica por cantidad de veneno, donde la actividad especifica representa (UDF/mg). 
*1 UDF equivale a la reducción de la turbidez en 50% 
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Tabla 3. Estabilidad del veneno de y la hialuronidasa purificada (HA-Ba) de B. atrox. 
Horas 
 
Muestra 
0 1.5 3 24 48 96 192 
Veneno 100% 100% 90% 90% 87% 80% 60% 
HA-Ba pH 5 100% 100% 90% 90% 87% 80% 60% 
HA-Ba pH 6 c/NaCl 100% 94% 85% 53% 0% 0% 0% 
HA-Ba pH 6 s/NaCl 100% 81% 73% 44% 0% 0% 0% 
Glicina 10mM 100% 100% 90% 84% 60% 20% 0% 
Glicerol 50% 87% 87% 87% 40% 0% 0% 0% 
Control (-) Buffer 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 
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Tabla 4. Efecto de agentes inhibidores sobre la enzima en estudio. 
 
Agente Concentración Final Actividad (%) 
HA-Ba - 100 
Suero 20mg/mL 0 
Dexametasona 4.9mM 25 
Dexametasona 9.8mM 11 
EDTA  2.5mM 45 
EDTA 3.75mM 50 
EDTA 5mM 52 
2-Mercaptoetanol 12.7mM 98 
2-Mercaptoetanol 6.35mM 98 
2-Mercaptoetanol 3.15mM 98 
Iodoacetato 2mM 75 
Iodoacetato 3mM 71 
Iodoacetato 4mM 67 
Iodoacetato 5mM 63 
PMSF 1.7mM 98 
PMSF 3.4mM 94 
PMSF 5.1mM 95 
PMSF 6.8mM 92 
TLCK 1mM 74 
TLCK 2mM 64 
TLCK 3mM 56 
TLCK 4mM 45 
TLCK 5mM 40 
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Tabla 5. Dosis neutralizante 50% de la actividad del veneno y HA-Ba por antivenenos de 
origen aviar.  
 
*La dosis neutralizante 50% es la cantidad de suero que reduce la actividad específica hialuronidasa en 50% por mg de 
muestra. 
 
Tabla 6. Dosis neutralizante 50% de la actividad del veneno y HA-Ba por antivenenos de 
origen equino.  
 
*La dosis neutralizante 50% es la cantidad de suero que reduce la actividad específica hialuronidasa en 50% por mg de 
muestra. 
 
Suero empleado (IgY) Antígeno Dosis neutralizante (uL/mg) 
Anti-B. atrox Veneno de B. atrox 1800 
Anti-B. atrox HA-Ba 7000 
Anti-L. muta Veneno de B. atrox 400 
Anti-L. muta HA-Ba 4508 
Suero empleado (IgG) Antígeno Dosis neutralizante (uL/mg) 
Anti-Botropico Veneno de B. atrox 192 
Anti-Botropico HA-Ba 2200 
Anti-Lachesico Veneno de B. atrox 80 
Anti-Lachesico HA-Ba 223.2 
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Figura 1. Actividad de hialuronidasa del veneno total de B. atrox  en función del pH y del 
tiempo.  
 
 
Figura 2. Actividad de hialuronidasa del veneno total de B. atrox  en función  de la 
concentración salina.  
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Figura 3. Purificación de HA-Ba por cromatografía de intercambio anionico en DEAE 
Sephadex A-50. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Análisis electroforético del veneno y de HA-Ba 
por PAGE-SDS luego del 1er paso de purificación. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PAGE-SDS: Acrilamida 12% 
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Figura 5. Cromatografía de filtración molecular en Sephadex G-50.  
 
 
 
PAGE-SDS: Acrilamida 10% 
 
Figura 6. Análisis electroforético de HA-Ba por PAGE-SDS luego del 2er paso de 
purificación. 
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PAGE-SDS: Acrilamida 10% 
 
 
Figura 7. Peso molecular de HA-Ba por PAGE-SDS en condiciones reductoras (con 2-Me) 
y no reductoras. 
 
 
 
*AE indica actividad específica 
 
Figura 8. pH Optimo de la HA-ba en ausencia de NaCl. 
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*AE indica actividad específica 
 
Figura 9. pH Optimo de la HA-ba en presencia de NaCl 0.15M. 
 
 
 
 
 
Figura 10. Efecto de agentes estabilizadores sobre la actividad HA-Ba. 
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Figura 11. Actividad difusora de HA-Ba en placas de agarosa ± acido hialuronico. 
 
Figura 12. Reconocimiento de la antigenicidad de HA-Ba contra los antivenenos botropico 
y lachesico en placa de inmunodifusión.  
 
